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Date d'exp&dition G'our/mo is/an nee) 
02 septembre 1997 (02.09.97) 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Ref6rence du dossier du deposant ou du mandataire 
338 528 


Demande internationale no 
PCT/FR97/01412 



tl est notifie au deposant que le Bureau international a re$u Texemplaire original de la demande internationale precisee 
ci-apres. 

IMoms du ou des deposants et de I'Etat ou des Etats pour lesquels ils sont deposants: 

TRANSGENE S.A. (pour tous les Etats c!6sign6s sauf US) 

BALLOUL, Jean-Marc etc. (pour US seulement) 
Date du depot international 29 juillet 1 997 (29.07.97) 

Date(s) de priorite revendiquee(s) 30 juillet 1 996 (30.07.96) 

Date de reception de I'exemplaire original 

par le Bureau international 01 septembre 1 997 (01 .09.97) 

Liste des offices designes : 

EP :AT,BE,CH,DE,DK,ES,FI,FR,GB,GR,IE,IT,LU,MC,NL,PT,SE 
National :AU,CA,JP,SG,US 



ATTENTION 

Le d§posant doit soigneusement v6rifier les indications figurant dans la presente notification. En cas de divergence entre ces 
indications et celles que contient la demande internationale, il doit aviser immediatement le Bureau international. 

En outre i* attention du deposant est appelde sur les renseignements donnes dans I'annexe en ce qui concerne 
les delais dans lesquels doit etre abordee la phase nationale 



| X | la confirmation des designations faites par mesure de precaution 
| | les exigences relatives aux documents de priorite. 



Une copie de la presente notification est envoyee a ('office r6cepteur et a I'administration chargee de la recherche internationale. 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 



nodetelecopieur: (41-22) 740.14,35 



Fonctionnaire autorise 

Catherine Massetti 

no de tel6phone: (41-22) 338.83.38 




Formulaire PCT/IB/301 (septembre 1996) 



001660394 



IS MM BLANK <ihpn» 



ANNEXE DU FOkmULAIRE PCT/1B/301 



DemvKde Internationale no 

PCT/FR97/01412 



RENSEIGNEMENTS CONCERNANT LES DELAJS DANS LESQUELS DOIT ETRE ABORDEE 

LA PHASE NATIONALE 

II est rappele au deposant qu'il doit aborder la "phase nationale" aupres de chacun des offices designes indiques sur la 
notification de la reception de I'exemplaire original (formulaire PCT/IB/301) en payant les taxes nationales et en remettant les 
traductions, telles qu'elles sont prescrites par les legislations nationales. 

Le delai d'accomplissement de ces actes de procedure est de 20 mots a compter de la date de priorite ou ( pour les Etats 
designes qui ont ete elus par le deposant dans une demande d'examen preliminaire international ou dans une election ulterieure, 
de 30 mois a compter de la date de priority a condition que cette election ait ete effectuee avant ('expiration du 19e mois a 
compter de la date de priorite. Certains offices designes (ou elus) ont fixe des delais qui expirent au-dela de 20 ou 30 mois a 
compter de la date de priorite. D'autres offices accordant une prolongation des delais ou un delai de grace, dans certains cas 
moyennant le paiement d'une taxe supplemental. 

En plus de ces actes de procedure, le deposant devra dans certains cas satisfaire a d'autres exigences particulieres 
applicables dans certains offices. II appartient au deposant de veiller a remplir en temps voulu les conditions requtses pour 
I'ouverture de la phase nationale. La majorite des offices designes n'envoient pas de rappel a I'approche de la date limite pour 
aborder la phase nationale. 

Des informations detaillees concernant les actes de procedure a accomplir pour aborder la phase nationale aupres de 
chaque office designe, les delais applicables et la possibilrte d'obtenir une prolongation des delais ou un delai de grace et toutes 
autres conditions applicables figurent dans le volume II du Guide du deposant du PCT. Les exigences concernant le depot d'une 
demande d'examen preliminaire international sont exposees dans le chapitre IX du volume I du Guide du deposant du PCT. 

L'attention du deposant est appelee sur le fait que ES n'est pas liee par le chapitre II du PCT (procedure d'examen 
preliminaire international) et, par consequent, ne peut pas etre elue dans une demande d'examen preliminaire international. 
Si ES est designee aux fins de I'obtentton d'un brevet national, le deposant doit done toujours aborder la phase nationale 
aupres de I'office national de cet Etat avant I'expiration du delai de 20 mois a compter de la date de priorite. Toutefois, si ES 
est designee aux fins de I'obtentton d'un brevet europeen, le delai de 31 mois s'applique egalement a" cette designation pour 
autant qu'au moins un autre Etat designe aux fins de I'obtentton d'un brevet europeen ait egalement ete elu dans te delai de 
19 mois d compter de la date de priorite.* 

Veuillez aussi noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a 
son domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 



* CH et LI sont devenus lies par le chapitre II du PCT le ler septembre 1995. GR est devenue liee par le chapitre II du PCT 
le 7 septembre 1996. Par consequent, CH et LI peuventetre elus dans une demande d'examen preliminaire international 
ou dans une election ulterieure presentee le 1er septembre 1995 ou a" une date posterieure, et GR peut etre elue dans 
une demande d'examen preliminaire international ou dans une election ulterieure presentee le 7 septembre 1996 ou a une 
date posterieure, quelle que soit ta date de depot de la demande internationale (voir le second paragraphe, ci-dessus). 

CONFIRMATION DES DESIGNATIONS FAITES PAR MESURE DE PRECAUTION 

Seutes les designations expresses faites dans la requete conformement a la regie 4.9. a) figurent dans la presente 
notification. II est important de verifier si ces designations ont ete faites correctement. Des erreurs dans les designations peuvent 
etre corrigees lorsque des designations ont ete faites par mesure de precaution en vertu de la rdgle 4.9. b). Toute designation 
ainsi faite peut etre confirmee conformement aux dispositions de la regie 4.9. c) avant I'expiration d'un delai de 15 mois a 
compter de la date de priorite. En ('absence de confirmation, une designation faite par mesure de precaution sera consideree 
comme retiree par le deposant. II ne sera adresse aucun rappel ni invitation. Pour confirmer une designation , il faut deposer une 
declaration precisant I'Etat design6 concerne (avec ('indication de la forme de protection ou de traitement souhaitee) et payer les 
taxes de designation et de confirmation. La confirmation doit parvenir a I' office recepteur dans le delai de 15 mois. 

EXIGENCES RELATIVES AUX DOCUMENTS DE PRIORITE 

Pour les deposants qui n'ont pas encore satisfait aux exigences relatives aux documents de priorite, il est rappele ce qui 

suit. 

Lorsque la priorite d'une demande nationale anterieure est revendiquee ("nationale" signifiant nationale ou regionale), le 
deposant doit presenter une copie de cette demande nationale, certifiee conforme par ('administration aupres de laquelle elle a 
ete deposee ("document de priorite") , a I'office recepteur (qui la transmettra au Bureau international) ou directement au Bureau 
international, avant I'expiration d'un delai de 16 mois a compter de la date de priorite (regie 17.1). 

Si le document de priorite est delivre par t'office recepteur, le deposant peut, au lieu de presenter ce document, demander 
a I'office recepteur de le preparer et de le transmettre au Bureau international. La requete a cet effet doit etre formulee avant 
I'expiration du delai de 16 mois. 

II est rappele que, lorsque plusieurs priorites sont revendiquees, la date de priorite a prendre en consideration aux fins du 
calcul du delai de 16 mois est ta date du depot de la demande la plus ancienne dont la priorite est revendiquee. 

Si le document de priorite en question n'est pas fourni au Bureau international avant I'expiration du delai de 16 mois, ou si 
la demande adressee a I'office recepteur de transmettre le document de priorite n'a pas ete faite (et la taxe correspondante 
acquittee, le cas echeant) avant I'expiration de ce delai, tout Etat designe peut ne pas tenir compte de la revendication de 
priorite. 



Formulaire PCT/IB/301 (annexe) (septembre 1996) 



001660394 



THIS mm BLANK (uspto) 



PCT/FR97/01412 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

Exp6diteur : le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION RELATIVE A LA PRESENTATION 
DU DOCUMENT DE PRIORITE 

(instruction administrative 411 du PCT) 



Date d'expedrtion (jour/mois/annee) 
02 septembre 1997 (02.09.97) 



Destinataire: 



MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
26, avenue Kleber 
F-75116 Paris 
FRANCE 



Reference du dossier du deposant ou du man data ire 

338 528 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande Internationale no 

PCT/FR97/01412 


Date du depot international 

29 juillet 1997 (29.07.97) 


Date de priorite 

30 juillet 1996 (30.07.96) 


Deposant 

TRANSGENE S.A. etc 



La date de reception par le Bureau international du ou des documents de priorite correspondant a la ou aux demandes suivantes 
est notifiee au deposant: 



Demande anterieure no: Date de priorite: 
96 09584 30 jui 1 996 (30.07.96) 



Pavs dans leauel ou pour leauel 
la demande a ete deoosee: 

FR 



Date de reception du 
document de priorite 

01 sep 1997 (01.09.97) 





Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 

no de telecopieur: (41-22) 740.14.35 


Fonctionnaire autorise: 

Catherine Massetti / 

no de telephone: (41-22) 338.83.38 ^ 





Formulaire PCT/IB/304 (juillet 1992) 



001660396 



PAGE BLANK (uspto) 




PCT 

REQUETE 

Le soussigne requiert que la presence demande 
internationale soil traitee conformement au Traite de 

**nr»of»rn t\r\ n **n m^ri^rp r\f* Krpvpfc 


Demande internationaJe n* 


Date du depot international 


Nom de Toffice recepteur et "Demande internationale PCT* 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire (facultatif) 
(12 caracteres au maximum) 3 38 528 


Cadre n- I TITRE DE L'LVVENTION COMPOSITION PHARMACEUTIQUE CONTRE LES TUMEURS 
ET INFECTIONS A PAPILLOMAVIRUS 


Cadre n* II D EPOS A NT 


Nom el adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
orftcielle complete. L'adresse doit comprendre le cede postal et le nom du pays. Le pays de 
V adresse indtquee dans ce cadre est I'Eiat ou le deposant a son domicile si aucun domicile n ' est 
indique cidessous.) 

TRANSGENE S.A. 
11 Rue de Molsheim 
67000 STRASBOURG 
FRANCE 


1 1 Cette personne est aussi 
' ' inventeur. 

n'dc telephone 
n°de[elecopicur 
n J de celeimprimeur 


Nationalite (nom de I'Etat) : 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) : 
FR 


Cette personne est | | tous les E:a:s r~~~| tous les Eiais designes sauf | | IcsEiats-Unisd'Arnerique | 1 les Eiats indiques dans 
deposant pour : I I designes \£ | lesEtais-Unisd'Amerique | [ settlement | | le cadre supplemental 


Cadre n' III AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (ALTRE(S)) INVENTEUR(S) 


Nom el adreise : (Nom de fcmille suivi du prenom; pour une personne morale. designation i 
officielle complete. L'adresse doit comprenare le code postal et le nom du pays. Le pays de • 
Vadresse indtquee dans ce cadre est VEtci ou le deposant a son domicile si aucun domicile n'es: 
indique ci-dessous.) 1 

BALLOUL Jean-Marc 
12 Rue des Alouettes 
67380 LINGOLSHEIM 
FRANCE 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

| X ] deposant et inventeur 

[ | inventeur seulement 

(Si cette case est cache e. 
ne pas remplir la suite.) 


Naiionalite (nom de I'EtatJ : 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) : 
FR 


Cer.e personne est | 1 tous les E tats ( 1 ious les Etatsdesignessauf r™ — 1 les Etats-L'nisd' Amerique 1 1 les Etats indiques dans 

deoosant oour : 1 1 designes | | Etats-Unisd'Amerique Q£ | seulemem | | ! c cad re supple me ntairc 


1 y | D'aucres deposants ou inventeurs sont indiques sur une feuille annexe. 


Cadre n" IV M AND ATA IRE OU RE PRESENT ANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPONDANCE 


La personne dont I'idemite est donnee ci-dessous est/a ete designee pour agir au norn f— 1 manda[aifc | 1 rspresentant commun 
du ou des deposants aupres des autorites internationales competentes. comme: I 1 1 


Nom et adresse : (Nom de familie suivi du prenom; pour une personne morale, desi^naibn officielle \ 
complete. L'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays.) 1 

MARTIN Jean-Jacques, SCHRIMPF Robert, AHNER Francis, 

WARCOIN Jacques, TEXIER Christian, LE FORESTIER Eric 

CABINET REGIMBEAU 

26 Avenue Kleber 

75116 PARIS 

FRANCE 


n'dc telephone 

01 45 00 92 02 

n'de telccopieur 

oi as no Aft i? 

n* de telctmprimcur 


| | Cocher cette case lorsque aucun mandataire ni representam commun n"est/n'a etc designs et que I'cspacc ci-dessus est utilise 
1 1 pour indiquer une adresse speciale a laquetle la correspondance doit etre envoyee. 



Formulaire PCT/RO/101 (premiere feuille) (Janvier 1997) Voir les notes relatives au formulaire de requete 



V \ 
4 



BLANK 



(USPTO) 



Fcuillc n* / 



Suite du cadre n* in AUTRES DEPOSANTS OU (AUTRES) INVENTEURS 


Si aucun des sous-cadres suivants ne sont utilises, la prisente feuille ne doix pas etre incluse dans la requite. 


Nom ct adresse : (Nom de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officieUe complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile n'est 
indique ci-dessous. ) 

BIZOUARNE Nadine 
5 Rue de Mutzig 
67300 SCHILTTGHEIM 
FRANCE 


Cette personne est : 

| [ deposant seulement 

[ X | deposant et inventcur 

| | inventeur seulement 
(Si cette case est coche'e. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality fnom de I'Etat) : 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) : 
FR 


Cette personne est | J to us les Etats j | tous les Etats dcsignes sauf f~~ 1 1« Etats-Unisd'Amerique 1 | les Etais indiqucs dans 

deposant pour : 1 1 dcsignes | | IcsEtats-Unisd'Amcrique LaJ sculemcnt | | le cadre supplementaire 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officieUe complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile n'est 
indique ci-dessous.) 

KIENY Marie-Paule 
6 Allee des Platanes 
67100 STRASBOURG 
FRANCE 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

[X | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 

(Si cette case est coche'e. 
ne pas remplir la suite.) 


NationaLhe (nom de I'Etat) : 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) : 
FR 


Cette personne est 1 1 tousles Etats j 1 ious les Etats destines sauf pri IcsEtats-Unisd'Amcrique 1 | Ics Eiais indiqucs dans 

deposant pour : 1 1 dcsignes | | Ics Etats- Unisd'Amcrique |_AJ seuiernent | | le cadre supplemenuirc 


Nom et adresse : fNom de familie suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officieUe complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
Vcdresse indiquee dans ce cadre est I'Etat. ou le deposant a son domicile si aucun domicile n'est 
indique ci-dessous.t 


Cette personne est : 

| | deposant seulement 

| | deposant et inventeur 

[ j inventeur seulement 

(Si ceite case est cochee. ne 
pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom de I'Etat) : 


Domicile (nom de I'Etat) : 


Cette personne est 1 | tous les Eiais 1 1 tous les Etats dcsignes sauf I 1 Ics Etats-Unisd* Amcrique | 1 Ics Etats indiqucs dans 

deposant pour : 1 1 dcsignes | I lesEtais-Lmsd'Amerique | | sculemcnt | | le cadre supple me mairc 


Nom et adresse : (Som de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officieUe complete. L' adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
Vcdresse indiquee dens ce cadre est l'E:ct ou le deposant a son domicile si aucun domicile n'est 
indique ci-dessous.) 


Cette personne est : 

[ | deposant seulement 

[ | deposant et inventeur 

| J inventeur seulement 

(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom dc I'Etat) : 


Domicile (nom de I'Etat) : 


Cette personne est f 1 tous Ics Etats 1 1 tous fes Eiats dcsignes sauf 1 1 tes Eiais-Unisd' Amerique I 1 Ics Eiats indiqucs dans 

deposant pour : I 1 dcsignes | | Ics Etats-Unisd'Amcrique | | sculemcnt ! | le cadre supple memaire 


| | D'autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une autre feuille annexe. 



Formulaire PCT/RO/10! (feuille annexe) (Janvier 1997) Voir les notes relatives cu formulcire de requite 



THIS PAfiE BLANK (us™, 



Fcuille n" 



Cadre rf V DESIGNATION D'ETATS 



Les designations suivantes sont faites conformement a la regie 4.9. a) (cocher Us cases appropriees: une au moins doit Vetre) : 
Brevet regional 

□ AP Brevet ARIPO : KE Kenya. LS Lesotho. MW Malawi. SD Soudan. SZ Swaziland. UG Ouganda et tout autre Etat qui 

est un Etat contractant du Protocole de Harare et du PCX 

| 1 EA Brevet eurasien : AM Armerue. AZ Azerbaijan. BY Belarus. KG Kirghizistan. KZ Kazakstan. MD Republique de 
Moldova. RU Federation de Russie. TJ Tadjikistan. TM Turkmenistan, et tout autre Etat qui est un Etat contractant de 
la Convention sur le brevet eurasien et du PCT 

£T] EP Brevet europeen : AT Autriche. BE Belgique. CH et LI Suisse et Liechtenstein. DE Allemagne. DK Danemark. 

ES Espagne. Fl Finlande, FR France. GB Royaume-Uni, GR Grece. IE Irlandc. IT Italic. LU Luxembourg. 
MC Monaco. NL Pays-Bas, PT Portugal. SE Suede et tout autre Etat qui est un Etat contractant de la Convention sur 
le brevet europeen et du PCT 

□ OA Brevet OAPI : BF Burkina Faso.BJ Benin. CF Republique centrafricaine.CG Congo.CI Cote d* I voire. CM Cameroun. 

GA Gabon. GN Guinee. ML Mali. MR Mauritanie. NE Niger. SN Senegal. TD Tchad. TG Togo et tout autre Etat qui 
est un Etat membre de I'OAPl et un Etat contractant du PCTfji une autre forme de protection ou de traitement est souhaittt. 
le preciser sur la ligne pointillee) 

Brevet national (si une autre forme de protection ou de traitement est souluxitee. le preciser sur la ligne pointillee) : 

□ AL Albanie □ 

| | AM Armenie Q 

□ AT Autriche □ 

[X] AU Australie □ 

AZ Azcrbaidjan Q 

BA Bosnie-Herzegovine 

BB Barbade Q 

BG Bulgarie □ 

BR Bresil □ 

BY Belarus □ 

CA Canada Q 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

El 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



LU Luxembourg 

LV Lettonie 

MD Republique de Moldova 

MG Madagascar . . . . : 

MK Ex-Republique yougoslave de Macedoine 



□ 

Chine Q 

Cuba 

Republique tcheque 

Allemagne 

Danemark * 

Estonie 

Esoaene 



CH et LI Suisse et Liechtenstein 
CN 

cu 

CZ 
DE 
DK 
EE 
ES 
FI 
GB 
GE 
HU 
IL 
IS 

JP Japon 

KE Kenya 

KG Kirghizistan 

KP Republique populaire democratique de Corec 



□ 

□ 

□ 

□ 

m 

□ 

Finlande [ | 

Royaume-Uni 

Georgie 

Hongrie 

Israel 

-blande 



KR 

KZ 

LC 

LK 

LR 

LS 

LT 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
S3 

□ 
□ 



MN Mongolie 

MW Malawi 

MX Mexique 

NO Norvege 

NZ Nouvelle-Zelande .... 

PL Pologr.e 

PT Portugal 

RO Roumanie 

RU Federation de Russie . . 

SD Soudan 

SE Suede 

bingapour 

SI Siovcnie 

SK Slovaquie 

TJ Tadjikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turquie 

TT Trinite-et-Tobago 

UA Ukraine 

UG Ouganda 

US Etats-Unis d'Amerique 



UZ 
VN 



Ouzbekistan 
Viet Nam . . 



Republique de Corec 

Kazakstan 

Sainte-Lucie 
Sri Lanka 
Liberia 

Lesotho Q 

Lituanie Q 



Cases reservees pour la designation (aux fins d'un brevet national) 
d'Etats qui sont devenus panics au PCT apres la publication de la 
prsscnte feuillc : 

□ 

□ 



Outre les designations faites ci-dessus, le deposant fait aussi conformement a la regie 4,9.b) tomes les designations qui seraieru 

auEorisees en verxu du PCT. sauf la designation de . • 

Le deposant declare que ces designations addiiionnelles sont faites sous reserve de confirmation et que toute designation qui n'est 
pas confirmee avant ['expiration d'un delai de 15 mois a compter de la date de priorite* doit etre considered comme retiree par le 
Jeposant a 1' expiration de ce delai. (Pour conftrmer une designation, il faut deposer une declaration contenan: ia designation en question et 
pc\ er les tajces de designation et de confirmation. La confirmation doit par.-enir a I * office recepteur dans le delai de 1 5 mois.) 



Formulaire PCT/RO/lOI (deuxieme feuille) (Janvier 1997) 



Voir Us notes relatives cu formulaire de requite 



THIi mm BUNK (uspto) 



Feuille n" 4 



Cadre n- VI 



RE VENDI CATION DE PRIORITE 



D'autres revendications dc priority sont I I 
indiquees dans te cadre supple me make t I 



La priorite de la ou des demandes amerieures suivantes est revendiquee : 



Pays 

(dans lequel ou pour lequel la 
demande a ete deposit) 



Date de depot 
f jo u r/mois/ann e'e ) 



Demande n° 



Office de depot 
(seulemeni s'it sagit d'une demande 
regionale ou Internationale) 



(1) 

FRANCE 



30 JUILLET 1996 
(30/07/96) 



96 09584 



12) 



(3) 



Cocker la case ci-dessous si la copie ctrtifxee cortforme de la demande anterieure doit etre delivree par I 'office qui, aux fins de la pre seme demande internationale. 
est I 'office recepteur ( une taxe peut etre exigeef : 

SL'office recepteur est prie de preparer, et de transmettre au Bureau international, une copie 
certifiee conforme de la ou des demandes amerieures indiquees ci-dessus au(x) point(s) : 



Cadre n" VII ADMINISTRATION CHARCEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Choix de radministration chargee de la recherche internntionaJe (ISA) 

(Si ptusieurs administrations chargees de la recherche internationale sont ccmpe'tentes pour proceder a 

la recherche interna:ionale. indiquer V administration chnisie; le code a deux lettres peut etre utilise') : Io A / 

Recherche anterieure Rempiir si une recherche (internationale. de type international ou autre) a de'ja ete effectuee par V administration chargee de la 
recherche internationale ou demandee a cette administration et si cetie administration est mainie nam prie e de fonder la recherche inter nationals, dans la mesure 
du possible, sur les resultats de cette recherche anterieure. Pour permettre d' identifier cette recherche ou cette demande de recherche, donner ies rensetgnements 
demandes ci-apres pour ia demande de brevet pertinente (ou sa traduction) ou pour la demande de recherche : 
Pays (ou office regional) : Date (jour/mois/annee) : Numero : 
OEB Q MAT 1QQ7 FA 



Cadre n" VIII BORDEREAU 



La presente demande internationale 
comprend le nombre cle feuilles suivant : 
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Composition pharmaccutiquc 
contre les tumeurs et infections a papillomavirus 

5 

La presente invention a pour objet une composition pharmaceutique 
destinee au traitement ou la prevention des lesions associees aux papillomavirus et 
plus particulierement aux papillomavirus humains (HPV) de type 16, 1 8, 3 1, 33 et 

45. 

10 Les papillomavirus sont des virus a ADN possedant un genome circulaire 

d'environ 7900 paires de bases entoure par une capside proteique. Un certain 
nombre de types de papillomavirus bovins (BPV), humains (HPV) ont ete identifies 
et leur genome sequence (Pfister, 1987, in The papovaviridae The 
Papillomaviruses (edition Salzman et Howley) Plenum Press, New York, p 1-38). 

1 5 II comprend une region precoce et une region tardive. La region tardive contient 
deux cadres de lecture LI et L2 qui codent pour les composants majeurs de la 
capside. La region precoce contient au moins les cadres de lecture El , E2, E4, E5, 
E6 et E7. Les produits d'expression El et E2 regulent la replication virale et 
l'expression des genes viraux alors que ceux des regions E5, E6 et E7 sont 

20 impliques dans les processus de transformation oncogenique des cellules infectees. 
En effet, il a ete montre experimentalement que la proteine E5 de BPV-1 peut /// 
vitro transformer des cellules (Schlegel et al., 1986, Science 233 , 464-467). Les 
proteines E6 de BPV-1 et E7 de HPV- 16 sont impliquees dans l'induction et le 
maintien de la transformation oncogene. Le pouvoir transformant de E7 a ete 

25 demontre pour HPV- 16 et HPV- 18 (Kanda et al., 1988, J. Virol. 62 , 610-613 ; 
Vousden et al., 1988, Oncogene Res. 3, 1-9 ; Bedell et al., 1987, J. Virol. 61, 
3635-3640). II n'a pas ete mis en evidence de fonction a E4. 

Chez l'homme, les HPV sont associes a des pathologies allant de Pinfection 
benigne de la peau aux venues et aux tumeurs malignes. Ces virus sont hautement 

30 specifiques des epithelium de Tepiderme des voies genitales, orales et respiratoires. 
Les donnees epidemiologiques suggerent fortement le role de certaines souches 
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dans le cancer du col de l'uterus et des voies basses, en particulier les HPV-16 et 
18 et a un moindre degre les HPV-31, 33 et 45. Le cancer du col uterin est la 
deuxieme cause de cancer feminin dans le monde. Selon TOMS, 460000 nouveaux 
cas sont repertories chaque annee dont 200000 cas au moins sont clairement 
5 associes aux HPV. Toute une serie d'etudes dernontre le role transformant de ces 
virus, leur integration specifique dans le genome des cellules neoplasiques, leur 
activite genique dans les cellules cancereuses et rimportance de 1'expression des 
genes precoces E6 et E7 dans le maintien du phenotype malin des cellules 
neoplasiques HPV positives (Monsenego, J. Impact Medecin, 1 1 mars 1994). 

1 0 Les pathologies associees aux virus HPV posent un probleme therapeutique 

du fait de leur nature persistante et recurrente. De nombreuses approches ont deja 
ete utilisees dans le traitement de ces maladies comme la chirurgie, la 
chimiotherapie, les agents antiviraux et l'immunotherapie. 

A cet egard, le brevet europeen EP 0 462 187 decrit une approche de 

15 vaccination utilisant les genes precoces des papillomavirus pour etablir une 
immunite a I'egard des tumeurs resultant de l'integration du genome HPV dans 
l'ADN cellulaire et dans lesquelles les proteines de la capside ne sont plus 
exprimees. La demande WO 93/02184 enseigne une approche therapeutique basee 
sur 1'utilisation des antigenes de capside a titre d'agents immunogenes. Ces 

20 documents ne suggerent pas la possibilite d'associer l'effet preventif procure par les 
polypeptides precoces et l'effet curatif confere par les polypeptides tardifs des 
papillomavirus pour generer des compositions adaptees a I'ensemble des 
pathologies graves dues aux HPV. Par ailleurs, au cours des dernieres annees, il a 
ete propose d'utiliser des polypeptides ayant une activite immunostimulatrice dans 

25 le but d'activer les cellules T avec un resultat plus ou moins benefique selon les 
pathologies ciblees (voir par exemple WO 96 / 1 1279). 

La presente invention concerne plus precisement une preparation basee sur 
un melange d'antigenes originaires des regions precoces et tardives d'un 
papillomavirus ou un vecteur les exprimant simultanement, dans le but d'etablir une 

30 immunite durable a l'encontre des cellules infectees. Les candidats vaccins proposes 
dans le cadre de la presente invention peuvent etre utilises a titre preventif 
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(immunoprophylaxie) pour limiter le developpement ou la propagation de 
Tinfection virale aux tissus voisins ou a titre curatif (immunotherapie) pour 
empecher ou reduire une evolution tumorale chez les patientes infectees. 
L'utilisation des antigenes de capside va induire la production d'anticorps contre 
5 les epitopes antigeniques localises a la surface des particules virales empechant 
Tinfection de s'etablir durablement. L'usage des proteines precoces va permettre 
d'induire une immunite a 1'encontre des cellules infectees apres integration de 
l'ADN viral. 

La presente invention fournit egalement une preparation associant un 
10 polypeptide originaire d'un papillomavirus et une molecule immunostimulatrice. Un 
des avantages d'une telle composition est qu'elle combine l'immunite specifique 
induite par les antigenes viraux et l'immunite aspecifique induite par la molecule 
immunostimulatrice et destinee a renforcer la reponse specifique. 

Le but de la presente invention est de mettre a la disposition du public des 
1 5 compositions pharmaceutiques permettant le traitement des infections a HPV et 
plus particulierement les pathologies graves telles que le cancer du col de 1'uterus, 
d'une efficacite amelioree par rapport aux compositions de l'art anterieur. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet une composition 
pharmaceutique destinee au traitement ou a la prevention d'une infection ou tumeur 
20 a papillomavirus qui comprend a titre d'agents therapeutiques : 

(1) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d'un 
papillomavirus et au moins un polypeptide originaire de la region 
tardive d'un papillomavirus, 

(2) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d'un 
25 papillomavirus, au moins un polypeptide originaire de la region 

tardive d'un papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une 
activite immunostimulatrice, ou 

(3) au moins un polypeptide originaire d'une region precoce ou tardive 
d'un papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une activite 

30 immunostimulatrice. 

D'une maniere generale, le terme polypeptide fait reference a tout ou partie 
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du polypeptide natif, a un polypeptide chimere resultant de la fusion de sequences 
d'origines differentes ou a un variant caracterise par au moins une mutation 
(deletion, insertion et/ou substitution) d'un acide amine. De maniere plus 
particuliere, un polypeptide en usage dans le cadre de la presente invention a 
5 notamment une sequence en acides amines dont le degre de similarite avec la 
sequence de la proteine native est superieur a 75 %, avantageusement, superieur 
a 85 % et, de preference, superieur a 95 %. Le degre de similarite peut etre 
aisement calcule a l'aide d'un programme ordinateur approprie ou en alignant les 
sequences de maniere a obtenir le degre maximal d'homologie et en comptabilisant 

10 le nombre de positions dans lesquelles les acides amines des deux sequences se 
retrouvent a l'identique par rapport au nombre total de positions. La sequence des 
genomes de HPV-16 et de HPV-18 est divulguee dans Genebank aux numeros 
d'accession K02718 et X05015 respectivement. 

Comme rappele precedemment, le genome des virus de la famille des 

15 papillomavirus, en particulier BPV et HPV, code pour au moins 8 polypeptides, 
deux polypeptides tardifs LI et L2 composant la capside virale et 6 polypeptides 
precoces (El, E2, E4, E5, E6 et E7) impliques dans la regulation, le maintien du 
genome viral et la transformation des cellules infectees. 

Bien que 1'ensemble des proteines precoces d'un papillomavirus puisse etre 

20 utilise dans le cadre de la presente invention, on choisit avantageusement de mettre 
en oeuvre un polypeptide derive de la proteine E6, de la proteine E7 ou des 
proteines E6 et E7. II peut etre avantageux d'avoir recours a un variant non 
oncogene mute au niveau des regions impliquees dans le processus de 
transformation des cellules infectees. De tels variants sont decrits dans la litterature 

25 (Munger et al., 1989, EMBO J. <?, 4099-4105 ; Crook et al., 1991, Cell 67, 547- 
556 ; Heck et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 59, 4442-4446 ; Phelps et al., 
1992, J. Virol. 66, 2418-2427). 

Un polypeptide prefere originaire de ia region tardive d'un papillomavirus 
derive de la proteine LI, de la proteine L2 ou des proteines LI et L2. 

30 Selon les modes de realisation (2) et (3) particulierement avantageux, une 

composition selon I'invention comprend egalement un polypeptide ayant une 
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activite immunostimulatrice. Par "immunostimulatrice", on entend la capacite a 
stimuler une reponse immunitaire humorale en activant les lymphocytes B afin 
d'amplifier la production d'anticorps diriges contre les antigenes de papillomavirus 
ou a stimuler une reponse immunitaire a mediation cellulaire en activant les 
5 lymphocytes T afin de declencher une reponse cytotoxique significative a I'encontre 
de cellules tumorales ou infectees par un papillomavirus. A titre indicatif, 
1'immunostimulation peut etre evaluee en modele animal (par comparaison du taux 
de rejet dans un animal auquel on a greffe une tumeur exprimant 1'antigene cible, 
ceci en presence et en absence de l'immunostimulateur). D'une maniere plus 
10 generate, les moyens pour mettre en evidence une immunostimulation sont indiques 
dans Roitt (in Immunology, 4th edition, Moby Ltd). 

On peut utiliser une molecule immunostimulatrice native telle que 
trouvee dans un mammifere et, en particulier chez Thomme, une partie de celle- 
ci, une molecule chimerique provenant de la fusion de sequences d'origines 
15 diverses ou un mutant, a la condition toutefois de conserver la fonction 
immunostimulatrice. Parmi toutes les molecules envisageables, on preferera mettre 
en oeuvre un polypeptide constitue par ou derive de l'interleukine-2, de 
l'interleukine-7, de l'interleukine- 1 2 et des molecules de co-adhesion B7.1 et B7.2, 
l'interleukine-2 et la molecule B7.1 etant particulierement preferees dans le cadre 
20 de la presente invention. 

Une composition preferee selon ('invention comprend : 
( 1 ) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originate de la 

region E7, un polypeptide originaire de la region LI et un polypeptide 



25 (2) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire de la 
region E7 d'un papillomavirus et un polypeptide derive de l'interleukine-2, 
(3) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire de la 
region E7 d'un papillomavirus et un polypeptide derive de la molecule 



30 (4) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire de la 



originaire de la region L2 d'un papillomavirus, 



B7.1, 
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region E7 d'un papillomavirus, un polypeptide derive de la molecule B7. 1 
et un polypeptide derive de l'interleukine-2, 

(5) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire de la 
region E7, un polypeptide originaire de la region LI, un polypeptide 

5 originaire de la region L2 d'un papillomavirus et un polypeptide derive de 

l'interleukine-2, 

(6) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire de la 
region E7, un polypeptide originaire de la region LI, un polypeptide 
originaire de la region L2 d'un papillomavirus et un polypeptide derive de 

1 0 la molecule B7. 1 , ou 

(7) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire de la 
region E7, un polypeptide originaire de la region LI, un polypeptide 
originaire de la region L2 d'un papillomavirus, un polypeptide derive de la 
molecule B7. 1 et un polypeptide derive de l'interleukine-2. 

15 Etant donne les observations rappelees plus haut sur la frequence 

d'infection par certains types d'HPV dans les cas de cancer du col de 1'uterus, une 
composition selon 1'invention comprend un polypeptide originaire d'un 
papillomavirus a risque, de type HP V- 16, HPV-18, HPV-31, HPV-33 et/ou HPV- 
45 et en particulier du virus HPV-16. Bien entendu, dans le cas ou la composition 

20 inclut plusieurs antigenes de papillomavirus, ceux-ci peuvent etre d'une origine 
commune ou differente. 

D 'une maniere generale, un polypeptide originaire d'un papillomavirus ou 
ayant une activite immunostimulatrice peut etre produit par les methodes 
conventionnelles de synthese chimique ou bien par les techniques de PADN 

25 recombinant (voir par exemple Maniatis et al., 1989, Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Plus particulierement, 
un procede de preparation comprend l'acte de cultiver une cellule transformee par 
un fragment d'ADN codant pour le polypeptide en question pour generer une 
cellule productrice et l'acte de recolter ledit polypeptide a partir de la culture. La 

30 cellule productrice peut etre d'une origine quelconque et sans limitation, une 
bacterie, une levure ou bien une cellule de mammifere, dans la mesure ou le 
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fragment d'ADN considere est soit integre dans son genome soit integre dans un 
vecteur d'expression approprie capable de se repliquer. Bien entendu, le fragment 
d'ADN est place sous le controle de signaux de transcription et de traduction 
permettant son expression dans la cellule productrice. Vecteurs d'expression et 
5 signaux de controle sont connus de I'homme du metier. 

La presente invention vise egalement une composition pharmaceutique 
destinee au traitement ou a la prevention d'une infection ou tumeur a 
papillomavirus qui comprend a titre d'agent(s) therapeutique(s) un ou plusieurs 
vecteur(s) recombinant(s) dans le(s)quel(s) sont inseres des fragments d'ADN 
10 codant pour : 

( 1 ) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d'un papillomavirus 
et au moins un polypeptide originaire de la region tardive d'un 
papillomavirus, 

(2) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d'un 
1 5 papillomavirus, au moins un polypeptide originaire de la region tardive d'un 

papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une activite 
immunostimulatrice, ou 

(3) au moins un polypeptide originaire d'une region precoce ou tardive d'un 
papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une activite 

20 immunostimulatrice ; 

lesdits fragments d'ADN etant places sous le controle des elements necessaires a 

leur expression dans une cellule ou un organisme hote. 

Selon cette alternative par ailleurs preferee, l'agent therapeutique est un 

vecteur dans lequel sont inseres les fragments. d'ADN codant pour les polypeptides 
25 originaires d'un papillomavirus ou immunostimulateurs tels que definis 

precedemment. Ce type de composition presente 1'avantage d'une production bon 

marche et d'une grande stabilite dans des conditions d'environnement variees. En 

particulier, les conditions de conservation sont moins contraignantes. 

Les fragments d'ADN codant pour un polypeptide originaire d'un 
30 papillomavirus peuvent etre obtenus par clonage, par PCR (Polymerase Chain 

Reaction) ou par synthese chimique selon les techniques conventionnelles 
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communement en usage a partir de cellules papillomavims positives obtenues de 
patients ou de collections. 

Le gene codant pour un polypeptide ayant une activite 
immunostimulatrice peut egalemem etre isole selon les techniques standards a 
5 partir du genome d'une cellule (type genomique) ou des ARN messagers d'une 
cellule dans laquelle il est exprime (type ADN complernentaire). Par ailleurs, 
le gene en question peut coder pour (i) une molecule soluble, soit intracellulaire 
soit secretee dans le milieu exterieur ou (ii) une molecule ancree dans la 
membrane et done presente a la surface des cellules qui l'expriment. 

10 Un vecteur recombinant prefere dans le cadre de T invention est un 

vecteur viral dans le genome duquel ont ete inseres les fragments d'ADN 
precites de maniere a permettre leur transfert et leur expression dans une cellule 
ou un organisme hote. Un vecteur viral pouvant etre mis en oeuvre dans le 
cadre de la presente invention, peut etre derive notamment d'un poxvirus, d'un 

15 adenovirus, d'un retrovirus, d'un virus de l'herpes ou d'un virus associe a 
l'adenovirus Avantageusement, il s'agira d'un vecteur non-integratif et d'une 
virulence attenuee. De tels vecteurs ainsi que leurs techniques de preparation 
sont connus de 1'homme de l'art. 

Dans le cas ou Ton met en oeuvre un vecteur adenoviral, on aura de 

20 preference recours a un vecteur non replicatif par deletion de regions 
essentielles a la replication et, notamment, de la majorite de la region El afin 
d'eviter sa propagation au sein de Torganisme hote ou 1'environnement. II va 
de soi que Ton peut modifier ou deleter d'autres regions du genome adenoviral, 
dans la mesure ou les fohctions essentielles defectives sont complementees en 

25 trans. Un vecteur adenoviral prefere selon V invention retiendra les sequences 
essentielles a l'encapsidation, a savoir les ITRs (Inverted Terminal Repeat) 5* 
et 3* et la region d'encapsidation. Les differents vecteurs adenoviraux ainsi que 
leurs techniques de preparation sont conventionnels et sont decrits dans Graham 
et Prevect (1991, in Methods in Molecular Biology \ vol 7, p 109-128 ; Ed : EJ. 

30 Murey, The Human Press Inc.) et la demande Internationale WO 94/28152. S'il 
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s'agit d'un retrovirus, on conserve les LTRs (Long Terminal Repeat) et les 
sequences d'encapsidation (voir par exemple Naviaux et Verma, 1992, Current 
Opinion in Biotechnology 3, 540-547). 

Selon un mode de realisation avantageux, un vecteur viral recombinant 
5 selon I'invention derive d'un poxvirus et, notamment, d'un poxvirus aviaire, tel 
que le poxvirus du canari, d'un fowlpox ou d'un virus de la vaccine, ce dernier 
etant prefere. Parmi tous les virus de la vaccine envisageables dans le cadre de la 
presente invention, on choisit de preference les souches Copenhague, Wyeth et 
Ankara modifiee (MVA pour Modified Vaccinia Virus Ankara). Les conditions 

10 generates d'obtention d'un virus de la vaccine capable d'exprimer un gene 
heterologue sont enseignees dans le brevet europeen EP 83 286 et la demande 
EP 206 920. Quant au virus MVA, il est plus particulierement decrit dans 
(Mayr et al., 1975, Infection 3 y 6-14 ; Sutter et Moss, 1992, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 59, 10847-10851). 

15 Bien entendu, dans le cadre de la presente invention, les fragments 

d'ADN sont places sous le controle des elements necessaires a leur expression. 
Ceux-ci incluent les elements appropries de regulation de la transcription ainsi 
que des signaux d'initiation et de terminaison de la traduction. Le promoteur 
revet une importance particuliere. D'une fafon generale, on aura recours a un 

20 promoteur fonctionnel dans l'organisme ou la cellule hote que Ton veut traiter 
et adapte au vecteur employe. En outre, il peut etre modifie de maniere a 
contenir des sequences regulatrices, par exemple un element activateur de la 
transcription ou des sequences repondant a certains signaux cellulaires. A cet 
egard, il peut etre avantageux d'utiliser un promoteur tissu-specifique puisque 

25 les lesions associees aux papillomavirus sont localisees au niveau des voies 
genitales ou un promoteur repondant a des signaux specifiquement tumoraux 
(par exemple active en presence de facteurs de croissance generalement 
surexprimes par les cellules tumorales) afin de limiter l'expression aux seules 
cellules tumorales. 

30 Parmi les promoteurs envisageables dans le cadre de I'invention, on peut 
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citer les promoteurs SV40 (Virus Simian 40), HMG (Hydroxy-Methyl-Glutaryl- 
coenzyme A), TK (Thymidine Kinase), CMV (cytomegalovirus), RSV (Rous 
Sarcoma Virus), le MLP (Major Late Promoter) de l'adenovirus adaptes au 
vecteur adenoviraux et le LTR du Mo-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) 
5 plus specifiques aux vecteurs retroviraux. Lorsque le vecteur derive d'un 
poxvirus, de preference le promoteur sera le promoteur d'un gene du poxvirus 
utilise, par exemple le promoteur du gene codant pour la proteine 7,5K, HSR, 
TK ou K1L du virus de la vaccine, Ces derniers sont decrits dans la litterature et 
peuvent etre clones a partir du genome viral par les techniques classiques. 

10 Par ailleurs, les elements necessaires a 1'expression peuvent egalement 

comporter des sequences ameliorant 1'expression ou le maintien dans la cellule 
hote (intron, sequence signal, sequence terminatrice de la transcription, site 
d* initiation de la traduction, sequences modifiant la presentation du polypeptide 
aux cellules du systeme immunitaires de I'hote....). Cependant, s'agissant d'un 

15 vecteur derive d'un poxvirus, on evitera Temploi d'introns. 

Une composition selon I' invention peut etre obtenue soit avec plusieurs 
vecteurs recombinants exprimant chacun un polypeptide donne soit avec un seul 
vecteur exprimant les fragments d'ADN correspondant aux polypeptides choisis 
places sous le controle d'elements independants ou communs. Selon cette 

20 derniere option, on peut avoir recours a des sequences permettant d'initier la 
traduction de maniere interne (IRES) ou a des fusions en phase des differents 
genes. 

Les conditions generates d'obtention d'un vecteur recombinant en usage 
dans la presente invention sont largement decrits dans l'etat de la technique. 

25 S'agissant d'un vecteur poxviral, on peut se referer au brevet europeen EP 83 
286 dont le contenu est ici incorpore par reference. Ces conditions sont 
applicables aux autres virus acceptables comme vecteur qui possedent une region 
genomique non essentielle dans laquelle les blocs d'expression peuvent etre 
incorpores. Bien entendu, ils peuvent etre inseres dans le meme locus ou un 

30 locus different. Par exemple, lorsque Ton utilise un virus de la vaccine de la 
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souche Copenhague, le site d'insertion prefere est le locus TK et/ou le locus K1L. 
L'insertion au niveau du gene viral TK a pour effet d'inactiver celui-ci et ainsi 
faciliter la selection des recombinants. Dans le cadre d'un virus de la vaccine de 
la souche MVA, l'insertion des genes de papillomavirus et tmmunostimulateurs 
5 peut etre realisee au sein d'une des excisions I a VI et, de preference, la zone 
d'excision II ou III (Meyer et ah, 1991, J. Gen. Virol. 72, 1031-1038 ; Sutter et al., 
1994, Vaccine 72, 1032-1040). 

Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, un vecteur 
recombinant peut en outre comprendre un bloc d'expression d'un gene 

10 marqueur de selection afm de faciliter les etapes d'isolement et de purification 
du virus recombinant. On peut citer notamment le gene Neo conferant la 
resistance a l'antibiotique G418, le gene pac de resistance a la puromycine, le 
gene TK du virus de l'herpes simplex de type 1 (HSV-1) qui confere la 
sensibilite a certains analogues de nucleosides tels que le ganciclovir ou 

15 l'acyclovir, les genes bacteriens LacZ codant pour la p-galactosidase et gus A 
codant pour la p-glucuronidase. Ces deux derniers marqueurs enzymatiques 
permettent de reperer les virus recombinants par coloration en presence des 
substrats X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside) et XglcA 
(5-bromo-6-chloro-3-indolyI- p -D-glucoronide) respectivement. 

20 Une composition pharmaceutique selon 1'invention en vue du traitement ou 

la prevention d'une infection ou tumeur a papillomavirus, comprend un ou plusieurs 
vecteur(s) recombinant(s) derive(s) d'un virus de la vaccine de la souche 
Copenhague ou MVA dans le(s)quel(s) sont inseres : 

(1) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
25 fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus et un 

fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1, 

(2) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus et un 
fragment d'ADN codant pour l'interleukine-2, 

30 (3) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
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fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1 et un fragment d'ADN 
codant pour l'interleukine-2, 

(4) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
5 fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, un 

fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus et un 
fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus, 

(5) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, un 

10 fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, un 

fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus et un 
fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1, 

(6) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, un 

15 fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, un 

fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus et un 
fragment d'ADN codant pour l'interIeukine-2, ou 

(7) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, un 

20 fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, un 

fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1 et un fragment d'ADN 
codant pour l'interleukine-2. 

En revanche, une composition pharmaceutique selon l'invention plus 
25 particulierement destinee a des fins d'immunoprophylaxie, comprend un ou 
plusieurs vecteur(s) recombinant(s) derive(s) d'un virus de la vaccine de la souche 
Copenhague ou MVA dans le(s)quel(s) sont inseres : 



(1) un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus et un 

30 fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1 , 

(2) un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, un 
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fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus et un 
fragment d'ADN codant pour l'interIeukine-2, ou 
(3) un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, un 
fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus, un 
5 fragment d'ADN codant pour l'interleukine-2 et un fragment d'ADN codant 

pour la molecule B7. 1 . 

Une composition selon l'invention peut etre preparee selon les precedes 
connus dans le domaine des vaccins et les doses applicables peuvent varier dans 
une large gamme. Elles sont fonctions notamment des polypeptides et du virus 

10 employes, de la pathologie a traiter, de 1'etat du patient et d'autres parametres qui 
peuvent etre evalues par le clinicien. Cependant, en general, la dose de virus par 
kilo sera de 10 4 a 10 11 , avantageusement de 10 6 a 10 10 et, de preference de 10 7 a 
10 9 unites formant des plages (ufp) lorsque I'agent therapeutique est un vecteur 
viral et de 0,05 a 500 mg, avantageusement de 0,5 a 200 mg et, de preference de 

15 1 a 100 mg lorsque I'agent therapeutique est d'origine polypeptidique. 

Une composition selon l'invention peut etre administree selon n'importe 
quelle voie conventionnelle d'administration, en particulier par voie intraveineuse, 
intramusculaire, sous-cutanee ou sous-epitheliale ou bien par scarification. Dans 
le cas d'une tumeur accessible, il est egalement possible de recourir a une injection 

20 directe dans le site ou a proximite de la tumeur ou a une application topicale. A 
titre de vaccin, une composition selon Pinvention peut etre administree selon les 
pratiques courantes dans le domaine, par exemple en dose unique ou repetee une 
ou plusieurs fois apres un certain delai d'intervalle. Par contre dans le cadre d'un 
traitement curatif, elle peut etre administree frequemment pendant une periode 

25 suftisante pour que le traitement soit efficace. Lorsque I'agent therapeutique est un 
vecteur viral, ce virus est de preference sous forme vivante. S'agissant d'un vecteur 
poxviral, on preferera employer une souche attenuee comme la souche MVA ou 
la souche Copenhague thymidine kinase negative. Enfin un vecteur viral 
recombinant peut etre attenue par un traitement chimique approprie connu de 

30 l'homme du metier. Toutefois, on peut aussi envisager d'injecter un vecteur 
recombinant tue. 
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Selon un mode de raise en oeuvre prefere, une composition pharmaceutique 
selon I'invention comprend une quantite therapeutiquement efFicace d'un vecteur 
recombinant en association avec un support acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique. Le support est choisi de maniere a permettre son administration 
5 par injection a l'homme ou a ranimal. Elle peut egalement comprendre un vehicule, 
un diluant et/ou un adjuvant et se presenter sous forme liquide ou lyophilisee. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
seion I'invention, a titre de medicament pour le traitement ou la prevention du 
cancer du col de 1'uterus, d'une dysplasie du col de bas grade et d'une infection a 
10 papillomavirus. 

Enfin, la presente invention a egalement trait a une methode de traitement 
ou de prevention des pathologies citees ci-dessus, selon laquelle on administre a 
un individu ayant besoin d'un tel traitement une quantite efficace d'un point de vue 
pharmaceutique d'un melange de polypeptide ou d'un vecteur recombinant en usage 
1 5 dans la presente invention. 

La presente invention est illustree par reference aux Figures suivantes. 

La Figure 1 est une representation schematique du vecteur pTG5021 
permettant le transfer! au locus TK de la vaccine Copenhague des genes tardifs LI 
et L2 de HPV-16 places sous le controle du promoteur p7,5K, les deux cassettes 
20 etant en orientation opposee i'une par rapport a l'autre. 

La Figure 2 est une representation schematique du vecteur pTG5065 
permettant le transfer! au locus K1L de la vaccine Copenhague des genes precoces 
E6 et E7 de HPV-16 places sous le controle du promoteur pH5R (les deux 
cassettes etant en orientation opposee Tune par rapport a l'autre), du gene IL-2 
25 humain (IL2h) place sous le controle du promoteur p7,5K et du gene marqueur 
LacZ (btaGAL) place sous le controle du promoteur pKlL. 

La Figure 3 illustre de maniere schematique la strategie qui peut etre 
employee pour introduire les genes tardifs LI et L2 de HPV-16 au sein de la zone 
d'exciusion II d'un virus de la vaccine MVA, les bras de recombinaison gauche et 
30 droit etant indiques (BRG2 et BRD2) respectivement 
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EXEMPLES 

La presente invention est plus complement decrite, sans pour autant etre 
limitee, a I'aide des exemples suivants. 

Les constructions decrites ci-dessous sont realisees selon les techniques 
generates de genie genetique et de clonage moleculaire, detaillees dans Maniatis et 
al., (1989, supra) ou selon les recommandations du fabricant lorsqu'on utilise un 
kit commercial. La mutagenese dirigee in vitro par oligonucleotides synthetiques 
est effectuee a I'aide du kit distribue par Amersham. Les techniques d'amplification 
par PCR sont connues de l'homme de Tart (voir par exemple PCR Protocols-A 
guide to methods and applications, 1990, edite par Innis, Gelfand, Sninsky et 
White, Academic Press Inc). S'agissant de la reparation des sites de restriction, la 
technique employee consiste en un remplissage des extremites 5' protuberantes a 
I'aide du grand fragment de I'ADN polymerase I &E. colt (Kienow). 

Les etapes de clonage, les bacteriophages Ml 3 recombinants sont 
multiplies sur la souche E. coti NM522 (Stratagene) dans un milieu minimum 
gelose (agar 7,5 %) ou dans un milieu riche LBM liquide. Les piasmides 
recombinants portant ie gene de resistance a Tampicilline sont repliques dans les 
souches E. colt C600 (Stratagene), BJ 5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 
557-580) et NM522 sur milieu gelose ou liquide supplements de 100 jig/ml 
d'antibiotique. On utilise preferentiellement la souche BJ5183 lorsque le clonage 
est effectue par recombinaison homologue (Bubeck et al., 1993, Nucleic Acid Res. 
2/, 3601-3602). 

La construction des virus de la vaccine recombinants est effectuee selon la 
technologie classique dans le domaine divulguee dans les documents deja cites et 
dans Mackett et al., (19S2, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79 \ 7415-7419) et Mackett 
et al. (1984, J. Virol. 49, 857-864). 



30 



EXEMPLE 1 : Construction rin virus de la vaccine Copenhague 
VVTG5021&5 O65 exprimant les genes E6. E7 , LI et L2 du 
HPV-16 et le p^p humain IL-2 
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A. Isolement des genes LI et L2 de HPVJ6 

Les fragments codant pour les proteines LI et L2 sont isoles par PCR a 
partir d'ADN genomique de cellules Caski (ATCC 1550) selon les techniques 
5 generates de Tart. Le fragment d'amplification portant les sequences LI est sous 
clone dans le vecteur M13TG130 (Kieny et al., 1983, Gene 26, 91-99), pour 
donner la construction M13TG8171. La sequence du gene LI clone revele 
plusieurs mutations par rapport a la sequence contenue dans Genebank (accession 
K02718) : C a la place d'un A en position 248, C a la place d'un A en position 253, 

10 G a la place d'un A en position 537, G a la place d'un C en position 682, G a la 
place d'un A en position 874, insertion d'un triplet ACT en position 1393, deletion 
d'un triplet GAT en position 1390. L'insertion du fragment PCR portant les 
sequences L2 dans le vecteur Ml 3TG61 31 conduit a M13TG9126. On denombre 
5 mutations ponctuelles par rapport a la sequence divulguee dans Genebank : C a 

15 la place d'un T en position 378, A a la place d'un G en position 691, A a la place 
d'un G en position 702, G a la place d'un A en position 990 et C a la place d'un A 
en position 1092. A titre indicatif, le vecteur M13TG613 1 derive deM13TG131 
(Kieny et al., 1983, supra) par mutation du site BgR\ interne situe en dehors des 
sites multiples de clonage. 

20 

B. Construction du vecteur pTG5021 pour le transfer t des genes LJ et L2 
dans le locus TK du genome du vims de la vaccine 

Le gene codant pour la proteine LI est modifie par creation d'un site Bglll 
25 en amont de I'ATG initiateur. Le gene mute est excise du vecteur precedent 
(M13TG8185) par digestion BgHl-Sacl et insere entre les sites BamHl et SacI du 
pTG186-po!y. La construction resultante est denommee pTG4019. Le vecteur de 
transfert pTG186-poly est decrit en detail dans le brevet fran^ais 2 583 429. II 
comporte 10 sites de restriction pour l'insertion du gene a transferer et le 
30 promoteur p7,5K pour le controle de son expression. 

Le gene codant pour la proteine L2 est isolee de M13TG9126 par digestion 
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Bgfll-Hmdlll puis clone entre les sites BamHl et /////dill en 3' du promoteur 7 t 5K. 
On obtient M13TG9127 dans lequel on introduit par mutagenese localisee un site 
Safl en amont du promoteur. Le bloc d'expression "p7,5K-gene L2" est isole du 
vecteur mute M13TG9129 et clone dans le site Sad du vecteur de transfert 
5 pTG4019 de telle maniere que les deux cassettes p7,5K-Ll et p7,5K-L2 soient en 
orientation inverse. La construction ainsi obtenue pTG5021 est representee a la 
_ Figure 1 . Les blocs d'expression sont transferes dans le genome du virus de la 
vaccine souche Copenhague par recombinaison homologue. Le virus recombinant 
designe VVTG5021 est isole par selection au 5-bromodeoxyuridine (5BUDR) 

10 

C\ Isolemenl des genes E6 et E7 de HPV16 

Les genes E6 et E7 sont isoles a partir de la lignee cellulaire Caski comme 
decrit aux exemples 2 et 3 du brevet europeen EP 0 462 187. Deux constructions 

1 5 ont ete derivees du clone M13E7/E6 contenant les genes E6 et E7 du HPV-16 afin 
de faciliter les etapes ulterieures de clonage. La premiere designee M13TG8188 
resulte de I'introduction par mutagenese dirigee de sites Psi\ et BamHl 
respectivement en amont et en aval du gene E7 et la seconde, M13TG8189 
comporte un site Pstl en amont du gene E6. L'introduction de mutations 

20 ponctuelles en amont d'un ATG initiateur et en aval d'un codon stop sont a la 
portee de l'homme de l'art. 

L'association de la proteine E7 de HPV-16 avec le produit du gene de 
retinoblastome a ete demontree par divers auteurs (voir par exemple Munger et al., 
1989, EMBO J. 5, 4099-4105) et correlee a son pouvoir transformant. Pour des 

25 raisons evidentes de securite, on genere un mutant non oncogene delete des 
sequences codant pour les acides amines 21 a 26 de la proteine E7 native impiiques 
dans la fonction de transformation par mutagenese dirigee du vecteur M 1 3TG8 1 88 
a I'aide de I'oligonucleotide oTG5 1 1 8 (SEQ ID NO; 1 ). On obtient M 1 3TG9 1 04. 
Le gene E7 mute est designe ci-apres E7*. 

30 De meme, il a ete demontre que la proteine E6 de HPV- 1 6 pouvait interagir 

avec le produit d'expression du gene suppresseur de tumeur p53 (Crook et al., 



WO 98/04705 



PCT/FR97/01412 



- 18 - 

1991, Ceil 67, 547-556). Le domaine implique dans cette interaction a clairement 
ete defini et se situe entre les residus 111 a 1 15 de la proteine native. Le vecteur 
M13TG9125 est genere par mutagenese de M13TG8189 a I'aide de 
1'oligonucieotide oTG5377 (SEQ ID NO: 2). Le gene E6 mute est designe ci-apres 
5 E6*. 

D, Construction du vecteur de transfert pTG5065 porteur des genes E6 et E7 
de HPV-16 et du gene de I'll- 2 humaine integres au locus K1L, 

10 Le fragment EcoRl K de 5,2 kb de 1'extremite gauche du genome du virus 

vaccine Copenhague (Guillard et al., 1985, J. Virol. 55, 316-318) est clone dans 
le plasmide pUC8 (Gibco BRL) linearise par£coRL Le vecteur ainsi obtenu est 
ensuite soumis a une digestion menagee par Bgfll suivi d'une ligation afin de 
deleter un fragment de 855 pb codant pour le gene de restriction d'hote K1L 

15 (Guillard et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 83, 5573-5577). Le fragment 
Bgfll de 3,4 kb est isole de cette construction intermediate designee pUCSKhr 
puis clone dans le site BamHl du plasmide pUC7 (Gibco BRL). On genere pBAC 1 
dans lequel on introduit un adaptateur Xhol a gauche du site Bgfll unique. Apres 
digestion par Xhol el Bgfll, on insere un fragment Safl-Bgfll portant le promoteur 

20 vaccine p7,5K. Les deux sites EcoRl sont elimines par digestion EcoRl suivi d'un 
traitement par la Klenow et d'une religation. Le vecteur pTG2147 est obtenu par 
introduction dans le site unique Bgfll d*un site multiple de clonage isole du vecteur 
p poly II (Lathe et a!., 187, Gene 57, 193-201) isole sous forme d'un fragment 
BgflUBamHl II comprend done les bras de recombinaison permettant I'insertion 

25 au locus K1L encadrant le promoteur p7,5K suivi des sites de restriction. 

Les genes E6* et E7* sont clones en aval du promoteur vaccine pH5R 
contenu dans le vecteur M13TG9132, pour donner respectivement M13TG9138 
et M13TG9139. A titre indicatif, le vecteur M13TG9132 provient de I'insertion du 
promoteur du gene HSR isole par PCR du genome viral dans le phage 

30 M13TG6131. 

Par ailleurs, TADNc codant pour l'interleukine-2 humaine est isole du 
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plasmide pTG36 (brevet fran^ais 2 583 770), introduit dans un vecteur 
intermediate et resorti par digestion Sall-BamHl pour etre insere dans ie vecteur 
de transfert pTG2147 ciblant le locus K1L. L'insertion se fait au niveau des sites 
Pstl et Xbal situes en aval du promoteur p7,5K, a 1'aide d'adaptateurs de clonage. 
5 On obtient pTG5056. 

Le bloc depression pH5R-E6* est isole du vecteur M13TG9139 sous 
forme d'un fragment Bgfil-BamHl qui est introduit dans le site BamHl du vecteur 
pTG5056. On genere le vecteur pTG5060. Le bloc d'expression pH5R-E7* est 
purifie de M13TG9138 et insere au site BamHl du vecteur pTG5060, pour donner 

10 pTG5062. On indique que l'insertion au locus K1L conduit a des virus 
recombinants ayant une capacite de replication reduite voire meme detruite dans 
certains types cellulaires. Pour ces raisons, on introduit un marqueur de selection 
positive pour faciliter ['identification des virus recombinants. Le vecteur pTG5065 
resulte du clonage dans le site BamHl de pTG5062 d'une cassette d'expression 

15 "pKlL-gene LacZ" isolee du plasmide pIV75 (Chen et al., 1993, Virology J 96, 
682-693) par clivage BgRl- BamHl. Comme visualise a la Figure 2, il permet le 
transfert des blocs E6*, E7* et IL-2 au sein du locus K1L du virus de la vaccine 
Le virus de la vaccine recombinant, denomme VVTG5065, est genere par 
recombinaison homologue apres transfection du vecteur pTG5065 dans les cellules 

20 embryonnaires de poulet infectees par la vaccine Copenhague sauvage et reperees 
par coloration sous gelose au X-Gal. Les virus de la vaccine VVTG5021 et 
VVTG5065 sont utilises dans des essais defections doubles. Les doubles 
recombinants sont selectionnes selon les deux marqueurs : formation de plages 
bleues en presence de X-Gal et deletion du marqueur TK. Ceux-ci, denommes 

25 VVTG5021&5065, expriment les blocs p7,5K-IL-2, pH5R-E6* et pH5R-E7* 
integres au locus K1L et les blocs p7,5K-Ll et p7,5K-L2 integres au locus TK. 

L'expression des genes de HPV peut etre verifiee par analyse en Western 
blot a l'aide d'anticorps monoclonaux ou polyclonaux appropries ou par PCR 
reverse. La production d'IL-2 peut etre evaluee par test ELISA ou test CTL 

30 comme decrit dans la litterature. A titre indicatif, le niveau d'expression in vitro est 
de 1'ordre de 60 ng/ml/10 6 cellules infectees a 1 pfii/cellule et 24h. 
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EXEMPLE 2: Construction d'un vims vaccine Copenhanue exprimant les genes 
E6. E7. et le gene IL-2 humain 

L'ADNc codant pour I'interleukine-2 humaine est isole du plasmide pTG36 
5 par digestion Pstl et insere dans le site Pstl du plasmide pTG186, donnant lieu a 
pTG188. Le virus obtenu par recombinaison homologue est denomme VVTG188. 

Le gene E6* est isole de M13TG9125 sous forme d'un fragment Pst\- 
BamHl et insere en aval du promoteur 7,5K entre les sites Pstl et Xbal de 
pTG2147 en presence d'un adaptateur BamHl-Xbal y donnant lieu a pTG5057. Le 
10 gene E7* est place sous le controle du promoteur vaccine HSR produisant 
M13TG9138 et la cassette bordee par les sites BamHl-Bgfll est sous-clonee dans 
le site BamHl de pTG5057. On obtient pTG5059, dans le site BamHl duquel on 
insere le marqueur de selection LacZ sous la dependance du promoteur du gene 
vaccine K1L isole par digestion Bgfll-BamHl du vecteur pIV75. La construction 
1 5 resultante est designee pTG5061 et le virus genere par recombinaison homologue 
avec le genome vaccine VVTG506L 

Un virus de la vaccine recombinant exprimant les genes E6* et E7* integres 
au locus K1L et le gene de l'IL-2 humaine integre au locus TK est obtenu par co- 
infection de cellules embryonnaires de poulet par les virus VVTG5061 et 
20 VVTG188. A titre indicatif, ce dernier produit environ une quantite d'IL-2 
superieure a 400 ng pour 10 G cellules infectees a 1 pfii par cellule pendant 24h. Le 
virus doublement recombinant est designe VVTG5061&188. 

EXEMPLE 3: Construction d'un vi rus vaccine Copenhague exprimant les genes 
25 E6. E7. et le gene codant pour le cofacteur d'adhesion B7. 1 humain 

L'ADNc codant pour B7. 1 est isole d'une preparation d'ARNm obtenue de 
la lignee cellulaire Daudi (ATCC CCL-213) par PCR reverse en utilisant les 
amorces oTG6353 et oTG6352 (SEQ ID NO: 3 et 4). On indique que la sequence 
30 du gene est divulguee dans Genebank sous le numero d'accession iM27533. Le 
fragment amplifie est clone entre les sites BgUl et EcoRl du M13TG6131 
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conduisant au M13TG9149 puis entre les sites BamHl et EcoRl du pTG186. La 
construction est denommee pTG5090 et le virus obtenu par recombinaison 
homologue WTG5090. Un virus de la vaccine exprimant les genes E6* et E7* de 
HPV-16 integres au locus K1L et legene B7.1 humain integre au locus TK peut 
5 etre obtenu par co-infection de cellules embryonnaires de poulet par les virus 
WTG5061 et VVTG5090. le virus recombinant est designe VVTG5061&5090. 

EXEMPLE4: Construction d'un virus vaccine souche MVA exprimant les genes 
E6. E7. et le gene B7. 1 integres au sein de la zone d'excision ITT 

10 

Le virus MVA derive de la souche du virus de la vaccine Ankara. II n'est 
pas capable de generer des particules infectieuses sur les cellules de mammiferes 
mais se deveioppe correctement sur des fibroblastes embryonnaires de poulet. Son 
adaptation a ces cellules a provoque Texcision de 6 regions non essentielles pour 

15 son developpement et son cycle infectieux sur ce type de cellules (disparition 
d'environ 15 % du genome viral ; Meyer et al., 1991, J. Gen. Virol 72, 1031- 
1038). L'integration de materiel genetique exogene peut etre realise au niveau de 
Tune quelconque de ces zones d'excision. Dans le cadre de la presente invention, 
on utilise les excisions II et III localisees au niveau des fragments de restriction 

20 HhtdlU N et A respectivement (Altenburger et al., 1989, Arch. Virol. 105, 1 5-27) 
Dans un premier temps, on construit le vecteur pTG6019 permettant 
Tinsertion dans la zone d'excision III du virus MVA. Les bras de recombinaison 
homologue de pan et d'autre de la zone d'excision III sont isoles par PCR a partir 
du genome viral (voir brevet americain US 5,185,146) et des amorces oTG7637 

25 et oTG7638 (SEQ ID NO: 5 et 6) pour le bras gauche et oTG7635 et oTG7636 
(SEQ ID NO: 7 et 8) pour le bras droit. Les fragments amplifies sont clones au site 
EcoKl du vecteur pTGlE, pour donner pTG6019. Le materiel genetique a 
transferer est insere entre les deux bras de recombinaison. Le vecteur pTGlE est 
similaire au pTGlH (brevet franfais 2 5,83 429) mis a part la presence d'un 

30 adaptateur EcoRl a la place de sites multiples de clonage. 

On insere en premier lieu une cassette d'expression du gene marqueur gits 
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A, Le promoteur 7,5K est tout d'abord clone dans le site BamHl de pTG6019 On 
obtient pTG602 1 dans le site BamHl duquel on insere le gene gas A genere sous 
forme d'uri fragment Bgfll-BamHl. Celui-ci peut etre obtenu a partir de la sequence 
divulguee dans la litterature. La construction resultante est denommee pTG6022. 
5 La presence du marqueur va permettre de discriminer les virus sauvages des virus 
recombinants par detection de l'activite enzymatique GUS par le substrat XglcA. 
Une coloration rouge revele l'activite p -glucuronidase. Cependant, dans Poptique 
d'une application clinique, il peut etre utile d'etre en mesure d'eliminer ce marqueur 
bacterien du produit final apres la selection des virus recombinants. Pour ce faire, 

10 on met a profit la capacite de la vaccine a deleter les sequences comprises entre 
deux sites homologues. C'est pourquoi on insere un second promoteur p7,5K en 
aval du gene gits A dans une orientation sens par rapport a celui qui dirige 
1'expression de ce dernier. Le vecteur pTG6022 est modifie par insertion entre les 
sites BamHl et Sad d'un fragment p7,5K muni d'extremites cohesives, pour donner 

15 pTG6025. 

Celui-ci est complete par l'insertion des cassettes d'expression des genes 
E6* et E7* mutees. On commence par introduire une nouvelle sequence 
promotrice p7,5K cette fois en orientation antisens par rapport aux precedentes. 
Cette construction denommee pTG6039 comprend done la cassette GUS labile 

20 "p7,5K->g7/s ,4-p7,5K-> H suivie de p7,5K dans l'orientation opposee. En parallele, 
les genes E6* et E7* sont isoles respectivement des vecteurs M13TG9104 et 
M13TG9125 par digestion BamHl et Pstl et assembles en orientation opposee Tun 
a l'autre au site Pstl de M13TG6131. L'ensemble est resorti sous forme d'un 
fragment Pstl qui est insere dans pTG6039 linearise par cette meme enzyme. On 

25 obtient le vecteur pTG6056 qui contient les sequences suivantes p7,5K-»gz/.y A- 
p7,5K->E7*-E6*^-p7 t 5K M . 

Le gene immunostimulateur B7.1 est integre dans cette derniere 
construction. Pour ce faire, le vecteur pTG6056 est dive par Hindlll et Kpnl avant 
d'etre mis en ligation en presence des oligonucleotides oTG 10451 et oTG 10450 

30 (SEQ ID NO: 9 et 10), pour generer pTG6070. Ces derniers vont permettre le 
clonage de la cassette d'expression "pH5R-B7. 1" par recombinaison homologue. 
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A cet effet, les sequences B7. 1 isolees de M13TG9149 sont donees en aval du 
promoteur vaccine pH5R, pour former M13TG9IS4. Le fragment Bgfll-EcoRl 
portant la cassette est integre dans le vecteur pTG6070 linearise par Xhol par 
recombinaison homologue dans E, coli. On obtient le vecteur pTG6079 qui au 
5 total comporte le gene marqueur gits A sous une forme "labile" et les cassettes 
d'expression des genes precoces de HPV-16 ainsi qu'une cassette du gene de 
costimulation B7.1. Le virus genere par recombinaison homologue avec le genome 
MVA est designe MVATG6079. 

Les blocs d'expression des genes tardifs du HPV-16 peuvent etre inseres 

10 au sein de la zone d'excision II a l'aide du vecteur de transfer! pTG6018. Celui-ci 
est construit par insertion au site EcoRl de pTGlE des bras de recombinaison 
gauche et droit bordant I'excision II, generes par PCR en utilisant les amorces 
OTG7665 et oTG7584 (SEQ DD NO: 11 et 12) et oTG7639 et oTG7640 (SEQ ID 
NO: 13 et 14). Comme precedemment, on integre entre les deux bras une cassette 

15 d'expression d'un. marqueur positif pour faciliter la detection des virus 
recombinants, celui-ci pouvant etre elimine apres l'etape de selection (Spehner et 
al., 1990, J. Virol. 64, 527-533). Le vecteur pTG6020 resulte du cionage du gene 
LacZ place en aval du promoteur p7,5K dans le vecteur pTG6018 linearise par 
BarnHl. Le pTG6020 est modifie par l'insertion d'une sequence p7,5K entre ses 

20 sites BamHl et Sad situes en aval du gene LacZ. On obtient pTG6024. Les 
cassettes LI et L2 peuvent ensuite etre introduces selon une strategic telle que 
montree a la Figure 3. 

EXEMPLE 5: Construction d'un virus vaccine so uche MVA exprimant le.q q fine^ 
25 E6. E7, et le gene IL-2 integres au sein de la zone d'excision III 

On utilise la meme strategic que precedemment pour introduire le gene IL-2 
dans le vecteur pTG6056. Apres cionage des oligonucleotides de recombinaison 
oTG 10503 et oTG 10502 (SEQ ID NO: 15 et 16) pour produire pTG6076, ce 
30 dernier est clive par Xhol et le fragment Bgfll-EcoRl prepare a partir de 
M13TG9185 (pH5R-IL-2) insere par recombinaison homologue. Le vecteur 
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pTG6090 ainsi obtenu comprend le gene marqueur gits A sous une forme "labile", 
les cassettes d'expression des genes precoces de HPV-16 ainsi qu'une cassette du 
gene 1L-2 humain. Le vims recombinant obtenu par recombinaison homologue 
avec le genome MVA est designe MVATG6090. Les genes tardifs peuvent etre 
5 integres dans la zone d'excision II en mettant en oeuvre le pTG60!8, comme 
indique ci-dessus. 

EXEMPLE 6 : Validation du vecteur VVTG5021&5065 en modele animal 
10 A. Etudes de ioxicite 

Des souris nude ont re?u 10 7 pfU de WTG5021&5065 ou 10 7 pfu de virus 
vaccine sauvage par voie intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee ou 
intracraniale. Des lots de 5 souris sont constitues selon le type de virus injecte et 

1 5 la voie d'administration et on evalue 26 jours apres I'injection, le nombre d'animaux 
presentant des lesions liees a la vaccine. Les souris ayant re?u le virus recombinant 
ne montrent aucune lesion quelles que soient la voie d'administration utilisee alors 
que la majorite des animaux traites avec la vaccine sauvage presente des lesions 
avec une frequence et une gravite fonction de la voie d'administration. De plus, des 

20 deces sont enregistres dans le cas d'une injection intraveineuse et intracraniale. Ces 
donnees montrent que le VVTG5021&5065 est attenue par rapport au virus 
sauvage et qu'il n'entralne pas de lesions meme apres une injection intracraniale. 

B. Experiences d'immunoprophylaxie avec le WTG5021&5065 

25 

Des souris C57BL6 ont ete vaccinees a trois reprises par voie sous-cutanee 
avec 10 7 pfu de VVTG5021&5065. Trois jours apres la derniere immunisation, ces 
animaux sont eprouves avec 10 3 cellules E7W1 implantees en sous-cutane. A titre 
indicatif, les cellules E7W1 proviennent d'une lignee de lymphome murin 
30 transfectee par un vecteur exprimant le gene E7 oncogene de HPV-16. Le 
pourcentage de survie des animaux en fonction du temps est compare a celui 
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obtenu avec des souris temoins traitees avec 10 7 pfu d'un virus de la vaccine non 
recombinant WTG186 (derive du vecteur TGI 86 decrit ci-dessus). Le suivi de la 
mortalite montre une difference entre les deux groupes. Dans le groupe temoin, 
100 % des animaux sont morts a J36 alors que 40 % des anirftaux vaccines par 
5 V VTG502 1 &5065 sont encore vivants a J36 et plus de 30 % a J5 1 . 

Ainsi les virus recombinants exprimant des antigenes de HPV et un gene 
immunostimulateur presentent une activite antitumorale a 1'encontre des cellules 
tumorales exprimant Toncogene E7 de HPV- 16. 

1 0 C. Experiences d'immunotherapie 

Des souris C57 BL6 sont inoculees avec 10 3 cellules E7 Wl inplantees en 
sous-cutanee (JO). 10 7 pfu de virus recombinants, sont ensuite administres 
egalement en sous-cutanee a J3 puis J6 et enfin J9 et le pourcentage de survie des 

1 5 animaux est determine par rapport aux animaux controles ayant re<?u un virus non 
recombinant. Alors que 100 % des animaux controles sont morts, on observe un 
accroissement notable de la survie des animaux injectes avec un melange de 
VVTG5061§5021 et de VVTG188. Des resultats similaires sont obtenus apres 
administration de VVTG5065§5021 et VVTG188. 

20 Ces experiences d'immunotherapie ont ete reproduites en utilisant un 

modele tumoral different, des cellules BMK16 myc rempla<?ant les cellules E7wl. 
Les cellules BMK16myc sont des cellules de rein de souris nouveau-nees 
transferees par le genome de HPV- 16 et le gene c myc murin. Les animaux sont 
traites par 10 7 virus MVA TG6090 exprimant les genes E6*, E7* de HPV- 16 et 

25 riL-2 humaine. Par rapport aux controles, les souris traitees presentent un retard 
de la croissance tumorale jusqu'a J 15. 
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LISTE DE SEQUENCES 



( 1 ) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM : TRANSGENE SA 

(B) RUE: 11 rue de Molsheim 

(C) VILLE : Strasbourg 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 67082 

(G) TELEPHONE: (33) 88 27 91 

(H) TELECOPIE: (33) 88 27 91 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: Composition pharmaceut ique contre les 
tumeurs 

et infections a papillomavirus 
(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 16 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D ' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(in) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Human papillomavirus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG5118 

(E7 delete 21 a 26) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



00 
1 1 
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TCTGAGCTGT CATTTAATTG AGTTGTCTCT GGTTGC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Human papillomavirus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG5377 

(E6 delete 111 a 115) 



<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
TGTCCAGATG TCTTTGCAGT GGCTTTTGAC AG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG6353 
(PCR gene B7 . 1 ) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
TCAGCCCCTG AATTCTGCGG ACACTGTTAT ACAGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 
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(l) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 3 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG6352 
(PCR gene B7 . 1 ) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
TTGACCCTAA AGATCTGAAG CCATGGGCCA CAC 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(n J TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(in) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG7637 

(PCR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
GGGGGGGAAT TCAGTAAACT TGACTAAATC TT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG7638 

(PCR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
GGGGGGGGAT CCGAGCTCAC CAGCCACCGA AAGAGCAAT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG7635 

( PCR zone III ) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
GGGGGGGGAT CCGGAAAGTT TTATAGGTAG TT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



# 



# 
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( i i i ) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS : OUI 

(vi) ORIGINE : 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG7636 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 78 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG10451 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
CTTATACAGG GCGTACACTT TCCCTTCTCA ATCTCTCTCG AGTTGTATTT ATTTTCATTT 60 
TTTAAGTATA GAATAAAA 78 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 86 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(PCR zone III) 



(xi) 



DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 



GGGGGGGAAT TCTTTGTATT TACGTGAACG 



30 



(iii) ANTI-SENS: OUI 
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(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG10450 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
AGCTTTTTAT TCTATACTTA AAAAATGAAA ATAAATACAA CTCGAGAGAG ATTGAGAAGG 60 
GAAAGTGTAC GCCCTGTATA AGGTAC 86 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG7665. 

(PCR zone II) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
ATGGTACCGA ATTCCATCTA CCAATTCATC CAACAACAT 39 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 41 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG7584 
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(PCR zone II) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
GGCTGCAGGA TCCGAGCTCA TCATGACGTC CTCTGCAATG G 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG7639 

(PCR zone II) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
GGGGGGGGAT CCTGTGAATC ATCCATTCCA CT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA - SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 3 3 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifiee 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG7640 

(PCR zone II) 





WO 98/04705 



PCT7FR97/01412 



-_>_>- 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO; 14: 



GGGGGGGAAT TCGTTACTAA ATTGCAAGGA AAT 



33 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 69 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese ©TG10503 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
CTCAAGTCAG TGTTGAGATG ATGCTTTGAC AACTCGAGTT TATTTTCATT TTTTAAGTAT 60 
AGAATAAAA 69 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 77 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(in) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG10502 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
AGCTTTTTAT TCTATACTTA AAAAATGAAA ATAAACTCGA GTTGTCAAAG CATCATCTCA 
ACACTGACTT GAGGTAC 



60 



77 
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Revendications 

1 . Composition pharmaceutique destinee au traitement ou a la prevention d'une 
infection ou tumeur a papillomaviais qui comprend a titre d'agents 
5 therapeutiques : 

(1) au moins un polypeptide originate de la region precoce d'un 
papillomavirus et au moins un polypeptide originaire de la region 
tardive d'un papillomavirus, 

(2) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d'un 
10 papillomavirus, au moins un polypeptide originaire de la region 

tardive d'un papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une 
activite immunostimulatrice, ou 

(3) au moins un polypeptide originaire d'une region precoce ou tardive 
d'un papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une activite 

1 5 immunostimulatrice. 

2 Composition pharmaceutique selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
polypeptide originaire de la region precoce d'un papillomavirus derive de la 
proteine E6, de la proteine E7 ou des proteines E6 et E7 d'un papillomavirus. 

20 

3. Composition pharmaceutique selon la revendication 2, caracterisee en ce que ie 
polypeptide originaire de la region precoce d'un papillomavirus est un variant 
non oncogene de la proteine E6 et/ou E7 d'un papillomavirus. 

25 4. Composition pharmaceutique selon l'une des revendications 1 a 3, caracterisee 
en ce que le polypeptide originaire de la region tardive d'un papillomavirus 
derive de la proteine LI, de la proteine L2 ou des proteines LI et L2. 



5. 

30 



Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee 
en ce que le polypeptide ayant une activite immunostimulatrice est selectionne 
parmi le groupe constitue par l'interleukine-2, l'interleukine-7, l'interleukine-12 



WO 98/04705 



PCT/FR97/01412 



35 



et les molecules de co-adhesion B7. 1 et B7.2. 

6. Composition pharmaceutique selon la revendication 5, caracterisee en ce que le 
polypeptide ayant une activite immunostimulatrice derive de rinterIeukine-2. 

5 

7. Composition pharmaceutique selon la revendication 5 ou 6, caracterisee en ce 
que le polypeptide ayant une activite immunostimulatrice derive de la molecule 
B7.K 

10 8. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee 
en ce qu'elle comprend 

( 1 ) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 

de la region E7, un polypeptide originaire de la region LI et un 
polypeptide originaire de la region L2 d'un papillomavirus, 
15 (2) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 

de la region E7 d'un papillomavirus et un polypeptide derive de 
l'interIeukine-2, 

(3) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 
de la region E7 d'un papillomavirus et un polypeptide derive de la 

20 molecule B7.1, 

(4) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 
de la region E7 d'un papillomavirus, un polypeptide derive de la 
molecule B7. 1 et un polypeptide derive de Pinterleukine-2, 

(5) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 
25 de la region E7, un polypeptide originaire de la region LI, un 

polypeptide originaire de la region L2 d'un papillomavirus et un 
polypeptide derive de l'interleukine-2, 

(6) un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 
de la region E7, un polypeptide originaire de la region LI, un 

30 polypeptide originaire de la region L2 d'un papillomavirus et un 

polypeptide derive de la molecule B7. 1, ou 
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5 



(7) 



un polypeptide originaire de la region E6, un polypeptide originaire 
de la region E7, un polypeptide originaire de la region LI, un 
polypeptide originaire de la region L2 d'un papillomavirus, un 
polypeptide derive de la molecule B7. 1 et un polypeptide derive de 
rinterleukine-2. 



9. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 a 8, caracterisee 
en ce que le papillomavirus est selectionne parmi les types HPV-16, HPV-18, 
HPV-31, HPV-33 et/ou HPV-45. 

10 

10. Composition pharmaceutique destinee au traitement ou a la prevention d'une 
infection ou tumeur a papillomavirus qui comprend a titre d'agent(s) 
therapeutique(s) un ou plusieurs vecteur(s) recombinant(s) dans le(s)quel(s) sont 
inseres des fragments d'ADN codant pour : 

15 (1) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d'un 



a leur expression dans une cellule ou un organisme hote. 

1 1. Composition pharmaceutique selon la revendication 10, caracterisee en ce que 
lesdits polypeptides ont les caracteristiques definies aux revendications 2 a 9. 

30 

12. Composition pharmaceutique selon la revendication 10 ou 11, caracterisee en 



papillomavirus et au moins un polypeptide originaire de la region 
tardive d'un papillomavirus, 
(2) au moins un polypeptide originaire de la region precoce d'un 



. 20 



papillomavirus, au moins un polypeptide originaire de la region 
tardive d'un papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une 
activite immunostimulatrice, ou 



25 



(3) au moins un polypeptide originaire d'une region precoce ou tardive 

d'un papillomavirus et au moins un polypeptide ayant une activite 
immunostimulatrice ; 

lesdits fragments d'ADN etant places sous le controle des elements necessaires 
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ce que le vecteur recombinant est un vecteur viral derivant du genome d'un virus 
selectionne parmi les poxvirus, les adenovirus, les retrovirus, les viais de l'herpes 
et les virus associes a ['adenovirus. 

5 13. Composition pharmaceutique selon ia revendication 12, caracterisee en ce que 
le vecteur recombinant derive d'un poxvirus selectionne parmi le groupe 
constitue par le virus de la vaccine, le canaripox et le fowlpox. 

14. Composition pharmaceutique selon la revendication 13, caracterisee en ce que 
10 le vecteur recombinant derive d'un virus de la vaccine selectionne parmi les 

souches Copenhague, Wyeth et Ankara modifiee (MVA). 

15. Composition pharmaceutique selon la revendication 13 ou 14, caracterisee en 
ce que les elements essentiels a 1'expression des fragments d'ADN codant pour 

15 lesdits polypeptides comprennent un promoteur d'un gene d'un virus de la 

vaccine selectionne parmi les promoteurs des genes thymidine kinase (TK), 
7,5K, HSR et K1L. 

16. Composition pharmaceutique selon la revendication 14 ou 15, caracterisee en 
20 ce que le vecteur recombinant derive d'un virus de la vaccine de la souche 

Copenhague et que les fragments d'ADN codant pour lesdits polypeptides sont 
inseres dans le locus TK et/ou le locus K1L dudit virus de la vaccine. 

17. Composition pharmaceutique selon la revendication 14 ou 15, caracterisee en 
25 ce que le vecteur recombinant derive d'un virus de la vaccine de la souche MVA 

et que les fragments d'ADN codant pour lesdits polypeptides sont inseres au 
niveau de 1'une quelconque des zones d'excision selectionnees parmi les excisions 
I, II, III, IV, V et VI dudit virus de la vaccine. 

30 1 8. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 10 a 17, destinee au 
traitement ou la prevention d'une infection ou tumeur a papillomavirus 
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caracterisee en ce qu'elle comprend un ou plusieurs vecteur(s) recombinant(s) 
derive(s) d'un virus de ia vaccine de la souche Copenhague ou MVA dans 
Ie(s)quel(s) sont inseres : 

( 1 ) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, 
5 un fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus 

et un fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1, 

(2) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus 
et un fragment d'ADN codant pour l'interleukine-2, 

10 (3) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, 

un fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la molecule B7.1 et un fragment 
d'ADN codant pour l'interleukine-2, 

(4) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, 
1 5 un fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, 

un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus 
et un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un 
papillomavirus, 

(5) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, 
20 un fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, 

un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus 
et un fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1, 

(6) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, 
25 un fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, 

un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus 
et un fragment d'ADN codant pour l'interleukine-2, ou 

(7) un fragment d'ADN codant pour la proteine E6 d'un papillomavirus, 
30 un fragment d'ADN codant pour la proteine E7 d'un papillomavirus, 

un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, 
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un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1 et un fragment 
d'ADN codant pour l'interleukine-2. 



5 19. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 10 a 17, destinee a 
la prevention d'une infection ou tumeur a papillomavirus caracterisee en ce 
qu'elle comprend un ou plusieurs vecteur(s) recombinant(s) derive(s) d'un virus 
de la vaccine de la souche Copenhague ou MVA dans le(s)quel(s) sont inseres : 

(1) un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, 
10 un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus 

et un fragment d'ADN codant pour la molecule B7. 1, 

(2) un fragment d'ADN codant pour la proteine LI d'un papillomavirus, 
un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus 
et un fragment d'ADN codant pour l'interleukine-2, ou 

15 (3) un fragment d'ADN codant pour la proteine L 1 d'un papillomavirus, 

un fragment d'ADN codant pour la proteine L2 d'un papillomavirus, 
un. fragment d'ADN codant pour l'interleukine-2 et un fragment 
d'ADN codant pour la molecule B7. 1 . 



. 20 20. Composition pharmaceutique selon l'une des revendications 10 a 19, caracterisee 
en ce que le vecteur recombinant est vivant ou tue. 



21. Composition pharmaceutique selon l'une des revendications 1 a 20, caracterisee 
en ce qu'elle comporte un support acceptable d'un point de vue pharmaceutique 
25 permettant son administration par injection a I'homme ou a 1'animaL 



22. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 1 a 21, a titre de 
medicament pour le traitement ou la prevention du cancer du col de l'uterus, 
d'une dysplasie du col de bas grade et d'une infection a papillomavirus. 
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